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Seguenziamento del DNA
Metodo enzimatico (Sanger)

Vector

Si utilizza unareazione polimerasica con un oligonucleotide di innesco
Si basa sull’ uso di didesossi-nucleotidi, che possono essere incorporéati nella catena
nascente ma la bloccano.



L’ inserimento di un didesossi-nucleotide nella catena
nascente bloccala sintes
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TTACGTAACGTCAGAACGTCCGGAACGTAGGGGTCGCGCGETT—

AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA—
59

S’ 3’
TTACGTAACGTCA
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TTACGTAACGTCAGAACGTCCGGAACGTAGGGGTCGCGCGETT—

S’ 3’
TTACGTAACGTCA
AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA—
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TTACGTAACGTCAGAACGTCCGGAACGTAGGGGTCGCGCGTT
AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA

39
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TTACGTAACGTCAGAACGTCCGGAACGTAGGGGTCGCGCGETT—

AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA—
59



S’ 3’
TTACGTAACGTCAGAACGTCCGGAACGTAGGGGTCGCGCGETT——

S’ 3’
TTACGTAACGTCA
AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA—

3’ S’

dA dC dG dT + DNA Polimerasi



S’ 3’
TTACGTAACGTCAGAACGTCCGGAACGTAGGGGTCGCGCGETT——

5 3
TTACGTAACGTCAGAACGTCCGGAACGTAGGGGETCGCGCETT——
AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA™

3’ S’




S’ 3’
TTACGTAACGTCAGAACGTCCGGAACGTAGGGGTCGCGCGETT——

S’ RN
TTACGTAACGTCA
AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA—

3’ S’
dA dC dG dT

+ DNA Polimerasi
ddA ddG ddT



TTACGTAACGTCAG 14
AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA

TTACGTAACGTCAGA 15
AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA

TTACGTAACGTCAGAA 16
AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA

TTACGTAACGTCAGAAC 17
AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA

TTACGTAACGTCAGAACG 18
AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA

TTACGTAACGTCAGAACGT 19
AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA

TTACGTAACGTCAGAACGTC 20
AATGCATTGCAGTCTTGCAGGCCTTGCATCCCCAGCGCGCAA



{A) ISingIe-strandEd ternplate DKA |

+20 |
5 oommm COAATGUTCAGGCCATCATC n——
I I 1 i

14

I S FRI S PO S J.__<:' 5'
Mew DNA 7
synthesis

- Seguenziamento manuale con
uso di nucleotidi radioattivi:

e e e
e e e e e
]

- |
A reaction (includes ddzuTF"] synthir;?gdeNA
i 1 ]
i i : ..*-\'"5 '—n n+2
3 ] : ,s,.'_'_m-_;l—- g f+5
i AcToceamacTace—(% n+13
|ACGAGTCCGETAGTAG C——————) n+ 16

© reaction (includes dd”TF)

g
-
G reaction (includes dd=TF)
- n
P« | e— m+1
+ GTAGC———— n+ 4
; o CTAGTAGE————— Yo+ T
2 . GTAGTAGE————— L5 n+ 8
s STCCEGTAGTAG—————— 1+ 12
5 GAGTCCGGTAGTAGC———33 {1 1';
GOTTACGAGTCOGGTAGTAGE———— + el
THE L]
T reaction (includes ddTTR)
n
[ - Mo————— n+3
TAGTAGC——————— n+e
3% GETAGTAGE—— 5" n+ 11
& GTAGTAG C——————— nm+ 17
\T SETAGTAGC—————— n+18



(&) |Single-stranded template DNA |

20 #1
5’ m— I:.-._-.AA.TG L:TLA"_‘IGL:LATC.ATCTﬁ
| IREERRRN]

e e T 5
P NewDNAL | =
i} synthesis | | L)
| i i nuclectides
BT 1 lang
1] [ 1 ]
] ] 1 1]
1] I 1 [
¥ I 1 ]
] [ L] ]
[ [ i [
] ] [] [
. 3 4 o nct o
reaction {m::ludee. ddATR) | syntl‘!E::gzzed DNA
bl P 5
I i ' H ,3.(3 [ — n+2
3 |- = GTAGE—— |5 M+5
5 .E.GTN GETAGTAGC—————— n+ 13
ACGAGTCCGGTAGTAGC———————— n+ 16

“ reaction (includes dd " TF)

L]
,CGGTAGTAG::”- n4 9
& COGETAGTAGT ——— 5 M+ 10
COAGTCCGGTAGTAGC—————— n+15
uTTALbAGTuGGuTA GTAGC———————— m+ 19

3

G reaction (includes ddCTP)

- n

[ GC—————— m+1

GTAGC———————— M+ 4

; ‘\._:T.ﬁ.fr.ﬁ.ﬁt: AT
3 - GaTAGTAGC————————— L% n+ 8
. GTCCGGTAGTAG ———— n+ 12
GAGTCCGGTAGTAG———— n+14
SCTTACGAGTCCGRTAGTAGCD/—]/— n+ 20

reaction (includes ddTTP)

- fAG:nL n+3
TAGTAGC———————— m+ 8
ar TCCG TAGTAGE——— 5" n+ 11
JAccAGTCCEGIAGTAG— | n+ 17
I TTAC GAGTCCGGTAGTAGC—————— n+ 18

(B)

o 3880 .

High
med, wi

ol wi -————a-=T
e eeeesemmmmm=—k

——————— e [T




A normal deaxyribonuclaoside ¢ small amount of one
triphosphate precursors — 4o =G4 — dideoxyribonucleoside
{dATP, dCTP, dGTP, and TT ATTGTC T triphosphate (ddATP)
dTTF}

. . . rare incorporation of
oligonucleotide primer dideoxyribonucleoside by DMNA
for DNA polymerase polymerase blocks further growth

5" i of the DNA malecule
GCTACCTGCATGGA

GATGGACGTACCTCTGAAGCG I
3 5
single-stranded DNA molecule
o be sequenced
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¥ CGTATACAGTCAGGTC 5 | DMA

. single-stranded
3 CGTATACAGTCAGGTC & DNA
5' [GCAT 3
labeled primer | + DNA polymerase
+ axcess dATP
dTTP
dCTP
dGTP

GCATATGTCAGTCCAG 3 :I douhle-stranded

l+ ddATP I+ ddTTP l+ ddCTP ll- ddGTP
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IL SEQUENZIAMENTO AUTOMATICO DEL DNA

E’' possibile determinare la sequenza nucleotidica di una
regione di DNA, a partire da una soluzione di DNA
amplificato e purificato, utilizzando un sistema di
apparecchiature che determinano e visualizzano
automaticamente il risultato

- SEQUENZIATORE AUTOMATICO




REAZIONE di SEQUENZA con TERMINATORT 'BigDye'

E' una reazione di PCR modificata in cui viene inserito un reagente in pi
- miscela di 4 TERMINATORT:

@P) > un terminatore & un DI-DEOSSI-
s 0L A H,G s NUCLEOTIDE (ddNTP), cioé un nucleotide del
o " DNA che in posizione 3' reca un atomo di
© H N/ H ossigeno in meno - se durante la sintesi di
ik .5 B h un filamento di DNA viene inserito un ddNTP
RN LA SINTESI SI BLOCCA
Hlj'o e " > i quattro ddNTP terminatori sono coniugati
H’.@. HCs O g (‘'marcati’) a quattro diversi FLOUROCROMI
T H o HA K B A - molecole che se colpite da un raggio di
dNTP " || """ | |luce EMETTONO FLUORESCENZA
ddNTPs

In tale reazione ad ogni ciclo di sintesi in ogni posizione del frammento di DNA possono verificarsi
2 condizioni:

1. Viene incorporato un dNTP -, LA SINTESI PROCEDE
2. Viene incorporato un ddNTP - LA SINTESI SI BLOCCA

Al termine della reazione si ottiene una miscela di frammenti di DNA di lunghezze diverse che
differiscono per un singolo nucleotide e che terminano un ddNTP marcato.




VISUALIZZAZIONE di RISULTATI:

All'interno del sequenziatore:

- i frammenti della miscela vengono separati e ordinati
secondo la loro lunghezza

- colpiti da un raggio di luce laser che eccita i
fluorocromi coniugati ai terminatori

- viene rilevata una emissione di fluorescenza di colore
diverse per ognuno dei quattro terminatori

- un software ricostruisce la sequenza del frammento
iniziale di DNA abbinando a ciascuna emissione luminosa
il corrispondente ddNTP

40040




Seguenziamento automatizzato
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Elettroferogramma

70 80 30 100
GAT CT GAAT TCGATATCATGACGAT GCTCCT GG ACGG AG GC CCGC
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